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I. INTRODUCTION 


C’est à Fritz BALTZER et à son école qu’on doit d'avoir attiré 
l'attention sur l’intérêt des hybrides létaux, tant chez les Batra- 
ciens que les Echinodermes: il est, en effet, surprenant que l'intro- 
duction d’un noyau étranger dans un œuf suffise à provoquer l'arrêt 
du développement à un stade aussi précoce que la fin de la segmen- 
tation ou le début de la gastrulation, dans de nombreuses combi- 
naisons hybrides (BALTZER, 1940). Il est plus surprenant encore que 
la transplantation, dans un hôte normal, d’un fragment d’un 
embryon létal provoque sa «revitalisation >» (HaAporx, 1932). Les 
raisons du blocage du développement, chez les hybrides letaux, 
et de sa reprise, après transplantation dans un hôte normal, 
même d'espèce étrangère, restent inconnues malgré de nombreux 
efforts. 
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Nous avons. surtout, porté nos efforts sur les hybrides entre 
Batraciens (BRACHET, 1944, 1954: BRACHET, BIELIAVSKY et 
TexceEr, 1962) que nous avons essayé d’etudier sur le plan bio- 
chimique: un effort parallèle a été effectué par BALTZER et ses 
élèves (BALTZER, CHEN et TARDENT, 1961; CHEN, BALTZER et 
ZELLER, 1960) dans le cas des hybrides entre oursins. 

Il serait impossible, dans le cadre de ce travail, de présenter 
tous les faits qui ont été acquis dans ce domaine: nous nous conten- 
terons donc d’en rappeler l'essentiel (pour plus de détails, voir 
BRicHer/ 1961): 

Qu'il s’agisse d’Echinodermes ou de Batraciens, la produc- 
tion d'énergie est anormale dans les hybrides létaux: la con- 
sommation d'oxygène, lors du blocage du développement, devient 
manifestement inférieure à la normale. Chez les Batraciens, on sait 
que c’est surtout le métabolisme glucidique qui est défaillant (voir 
la revue de GREGG, 1957): la glycogénolyse et la glycolyse sont 
fortement inférieures à la normale; les hybrides n’ont qu’une capa- 
cité diminuée de maintenir l’acide adénosinetriphosphorique 
(ATP) sous sa forme phosphorylée, riche en énergie. Récemment, 
CoHEx (1962) a montré que les hybrides létaux entre grenouilles 
contiennent des quantités anormalement élevées de malonate, qui 
pourrait inhiber les oxydations cellulaires en bloquant la déshydro- 
genase succinique. 

D’autres anomalies portent sur la synthèse des acides 
nucléiques; de nouveau, les hybrides entre Echinodermes et 
entre Batraciens présentent de grandes similitudes. La synthèse de 
l’acide désoxyribonucléique (DNA) présente, dans les 
deux cas, une évolution identique à celle de la consommation 
d'oxygène: de type maternel au début, elle se ralentit à mesure 
que le blocage du développement se prolonge. Il est clair, cependant, 
que le blocage du développement ne peut être expliqué par l’arrêt 
de la synthèse du DNA; celle-ci, de même que l’activité mitotique, 
se poursuit après que le blocage s’est établi. La situation est plus 
complexe en ce qui concerne les acides ribonuclérques 
(RNA): comme nous avons pu le montrer (Bracer, 1954) et 
comme l’a confirmé ZELLER (1956), l’hybridation a pour consé- 
quence de produire une mosaïque de noyaux inégalement riches en 
RNA, tant chez les Anoures que les Urodèles. Tout récemment, 
nous avons retrouvé cette mosaïque de noyaux inegalement colo- 
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rables au vert de méthyle (DNA) et à la pyronine (RNA) dans les 
hybrides létaux Paracentrotus 9 x Arbacia 4 (Fico et BRACHET, 
1963). 

Nous avons essayé d'analyser ces altérations de la synthèse 
des acides nucléiques par la méthode autoradiographique. Les 
expériences ont montré que les deux types d’acides nucléiques sont 
anormaux chez l’hybride Paracentrotus 9 x Arbacia g: le DNA 
présente, lors du blocage du développement, une labilité excessive, 
lorsqu’on reporte des embryons marqués à la thymidine tritiée 
dans un milieu « froid ». En outre, on trouve parfois du DNA marqué 
dans le cytoplasme: il s’agit, sans doute, d’une élimination discrète 
de chromatine. Quant au RNA qui se synthétise à partir d’uridine, 
il est accumulé dans les noyaux; mais il ne migre pas vers le cyto- 
plasme, lors du report dans le milieu « froid », comme cela se pro- 
duit chez les témoins: le RNA, chez les hybrides, semble donc être 
immobilisé dans les noyaux, comme s’il y était pris au piège (Fico 
et BRACHET, 1963). 

Dans le cas de hybride Rana esculenta Q x Rana temporaria à, 
l’incorporation de thymidine et d’uridine se poursuit dans le 
DNA après le blocage du développement. Mais elle diminue pro- 
gressivement d'intensité à mesure que ce blocage se prolonge. 
C’est surtout l’incorporation d’uridine qui est touchée: diminuée 
dans le RNA, elle devient très faible dans le DNA. Il semble donc 
que l’hybride létal soit incapable de transformer l’uridine en thymi- 
dine, soit que la réduction du ribose y soit devenue impossible, 
soit que la méthylation de l’uracile ne puisse plus s’y faire (BRACHET, 
BiELIAVSKY et TENCER, 1962). 

Il est bien établi que la réduction du ribose en désoxyribose 
exige, comme agent réducteur, la forme réduite du triphosphopyvri- 
dinenucléotide (TPNH). Puisque le métabolisme glucidique des 
embryons de Batraciens est anormalement bas, on pourrait ima- 
giner l'existence d’un lien entre les deux phénomènes: une pro- 
duction insuffisante de TPNH, chez les hybrides, aurait pour consé- 
quence que l’uridine — dont le ribose ne pourrait plus être réduit — 
ne serait plus utilisable pour la synthèse du DNA. Des expériences 
destinées à éprouver cette hypothèse ont consisté à ajouter diverses 
substances (surtout des intermédiaires du cycle trıcarboxvlique) 
aux embryons bloqués et à examiner evtochimiquement (par la 
coloration de Unna) la proportion de novaux riches en DNA et en 
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RNA. Ces expériences ont montré que le citrate et l’oxaloacétate 
diminuent la proportion des noyaux riches en RNA, alors que le 
succinate et LATP l’augmentent (BRACHET, BIELIAVSKY et TENCER, 
1962). Or le citrate est, dans le cycle tricarboxylique, generateur 
de TPNH. 

Le but du présent travail est d’apporter quelques compléments 
à ces questions: nous examinerons d’abord les effets de diverses 
substances (notamment ceux de divers nucléosides et nucléotides) 
sur le développement et sur l’aspect cytochimique des noyaux chez 
les hybrides traités. Ceux-c1 appartiennent à deux combinaisons 
letales: Paracentrotus 9 x Arbacia & et Bufo arenarum 2 x Rana 
temporaria &. Cette dernière ne semble pas avoir été étudiée jusqu’à 
présent. Nous examinerons ensuite, dans le cas de cette combinaison 
entre crapaud et grenouille, les résultats de quelques expériences 
d’autoradiographie et ceux de « pulse experiments » au 32P, destinés 
à établir la composition en bases du RNA néosynthétisé. 


II. MATÉRIEL ET TECHNIQUES 


Les oursins, Paracentrotus lividus et Arbacia lixula, nous ont été, 
très aimablement, envoyés de Villefranche-sur-Mer à Bruxelles en 
avion par le D' R. Lallier, auquel vont nos plus sincères remer- 
ciements. L’hybridation a été réalisée selon la méthode décrite par 
BALTZER et BERNHARD (1955) et BALTZER, CHEN et TARDENT 
(1961). 

En ce qui concerne les hybrides entre Batraciens, le croisement 
Bufo vulgaris 2 x Rana temporaria & a été effectué selon la tech- 
nique indiquée précédemment (BrAcHET, 1954). 

Nous donnerons un peu plus de détails au sujet de la combi- 
naison hybride Bufo arenarum 2 x Rana temporaria &, parce 


qu'elle présente de réels avantages pour le travail biochimique. 
Les individus de Bufo arenarum nous sont parvenus d’Argentine, 
grâce à l’obligeance du Dr E. Mariano qui travaille actuellement 


dans notre laboratoire. L’ovulation s'obtient aisément par l'in- 
jeetion, par voie intrapéritonéale, du broyat d’une hypophyse de 
Bufo arenarum. Èn général, la femelle injectée pond moins de 
24 heures après l'injection. Les pontes sont extrêmement abon- 
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dantes (environ 10.000 œufs) et la fécondation artificielle par du 
sperme homologue ou hétérologue (Rana temporaria) n'offre pas 
de difficultés spéciales: le sperme est dilué dans du liquide de Holt- 
freter et laissé pendant 20-30 min. au contact des œufs. Il semble 
qu'il ne soit pas souhaitable de laisser le sperme hétérologue en 
présence des œufs pendant plus de 20 min., la polyspermie étant 
assez fréquente dans le cas des hybrides. Parmi les quelques fécon- 
dations tentées, 3 ont donné un pourcentage élevé (allant de 50 à 
80%) d’hybrides monospermiques: leur développement est normal 
— à part un certain ralentissement de la segmentation — jusqu’au 
stade blastula avancée. Il se bloque à ce moment et la cytolyse 
débute 1 à 2 jours après, à la température du laboratoire. Les fécon- 
dations hétérospermiques n’ont plus donné de bons résultats après 
le mois de mai. Malgré cet inconvénient, les avantages de la combi- 
naison Bufo arenarum ? x Rana temporaria & sur beaucoup 
d’autres sont évidents: le nombre très élevé d'œufs pondus et le 
pourcentage très satisfaisant des fécondations réussies en font un 
matériel exceptionnellement favorable. 

Il y a peu de choses à dire des techniques cytochimiques utilisées 
pour l’autoradiographie: les embryons ont été fixés à l’alcool 
acétique (5: 1) et les coupes à la paraffine ont été soumises au pro- 
cédé décrit par Fıco (1959). Pour la détection cytochimique des 
acides nucléiques, les embryons ont été fixés au Zenker acétique; 
les lames ont été colorées alternativement à l’ Unna (vert de méthyle- 
pyronine) et au Feulgen. 

Quant aux « pulse experiments », ils ont été effectués sur 20 blas- 
tulas bloquées de l’hybride B. arenarum 2 x R. temporaria & 
ou sur un nombre égal de blastulas témoins de Bufo arenarum. La 
durée du traitement au 3? P (1 mC dans 3 ml.) a été de 30 min. 
Après extraction répétée des substances acidosolubles par l’acide 
perchlorique et délipidation intensive, le RNA a été hydrolysé 
à la potasse; les nucléotides ont été adsorbés sur du noir animal, 
puis élués avec un mélange pyridine-alcool. Les nucléotides ont été 
ensuite purifies sur une colonne Dowex 1, l’élution se faisant avec 
de l’HCI 0.1 N. La détermination du spectre U.V. des diverses 
fractions provenant de la colonne et celle de leur radioactivité ont 
été effectuées et enregistrées automatiquement. 
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III. RÉSULTATS DES EXPÉRIENCES 


1. EFFET DE NUCLÉOSIDES ET DE NUCLÉOTIDES 


a) Echinodermes. 


En ce qui concerne l’hybride Paracentrotus ® x Arbacia &, 
seuls les effets d’un mélange des 4 désoxyribonucléosides 
(100 ug/ml de chacun), de PATP (100 ug/ml) et du mélange des 
4 désoxyribonucléosides + l’ATP, ont été étudiés. 

Nous avons noté, chez les témoins, un effet initialement favo- 
rable de ATP sur la gastrulation, qui est accélérée. Mais le dévelop- 
pement ultérieur est soit bloqué, soit anormal. En présence des 
A desoxyribonucleosides et, surtout, du mélange de ceux-ci avec 
ATP, le développement est influencé dans un sens franchement 
défavorable, se manifestant surtout par un retard du développement 
et des anomalies. 

Un résultat intéressant a été obtenu dans le cas des hybrides: 
à deux reprises, des effets favorables sur le développement ont été 
obtenus en présence des 4 désoxyribonucléosides, surtout s’il y avait 
eu addition d’ATP: en effet, alors que la majorité des témoins 
étaient bloqués au stade blastula avancée, la fréquence des gas- 
trulas normales était fortement augmentée dans ces conditions. 
Toutefois, le développement n’a pas dépassé ce stade. On notera 
que les désoxyribonucléosides exercent des effets opposés, au 
début, sur les témoins et sur les hybrides: mais, finalement, le 
développement se bloque, dans les deux cas, presqu’au même 
stade. 

L'examen eytochimique (Feulgen et Unna) n’a pas révélé d'effets 
importants des substances ajoutées dans le cas des témoins. Par 
contre, chez les hybrides, on note, quel que soit le traitement, un 
net affaiblissement de la coloration au Feulgen et, surtout, au vert 
de méthyle; au contraire, les noyaux se colorent si intensivement 
à la pyronine qu'ils ne tranchent presque plus sur le eytoplasme. 
Ges changements n’ont, toutefois, pas été observés dans les expé- 
rences où le mélange des A désoxyribonueléosides et dATP avaient 
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provoqué une gastrulation sensiblement normale: dans ce cas, les 
noyaux après coloration à l’ Unna, ressemblaient à ceux des témoins; 
cette « normalisation » n’était, cependant, qu’apparente, le Feulgen 
montrant bien que la chromatine « malade» avait conservé une 
distribution anarchique dans les noyaux. 

En somme, les résultats montrent que, chez les oursins comme 
chez les Batraciens (BRACHET, BIELIAVSKY et Tencer, 1962) 
les noyaux des hybrides sont mal « tamponnés » en ce qui concerne 
l'équilibre des synthèses respectives du DNA et du RNA: un trai- 
tement par des substances exogènes tend à inhiber la synthèse du 
DNA et à stimuler celle du RNA nucléaire. On ne peut, toutefois. 
exclure que la forte pyroninophilie des noyaux, dans les hybrides 
traités, puisse être due à une dépolymérisation du DNA. Cette 
interprétation des observations parait, cependant, moins probable 
que la première. 


b) Batraciens. 


Les expériences sur les combinaisons Bufo vulgaris 9 x Rana 
temporaria & et Bufo arenarum 2 x Rana temporaria & ont été 
beaucoup plus nombreuses et plus variées que celles qui ont été 
effectuées sur les hybrides entre oursins. Les essais, dans le cas de 
la seconde des deux combinaisons (B. arenarum ® X R. tempo- 
raria 4) ont été exactement identiques à ceux qui viennent d’être 
décrits à propos des oursins (’ATP, les A désoxyribonucléosides 
et le mélange des deux). En outre, des traitements par un 
mélange des 4 désoxyribonucléoside triphosphates ont été effectués 
aussi. 

Dans le cas de la combinaison Bufo vulgaris ® x R. temporaria ĝ, 
les essais ont été plus nombreux encore: à la liste des substances 
étudiées, il convient d’ajouter le TPNH et un mélange des 4 ribo- 
nucléosides. 

Il serait fastidieux de décrire chacun des résultats obtenus et 
il nous semble préférable de les rassembler dans le tableau 
(Tableau I) ci-après. 

Toutes les substances ont été essayées à la concentration de 
100 ug/ml. Le signe 0 signifie qu'aucune différence par rapport aux 
témoins n’a été observée. 


C2 
(0) 
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TABLEAU 1. 
Traitement au stade morula pendant 36 h. 


a) Bufo vulgaris 2 x Rana temporaria & = blocage au stade blastula. 


Les témoins Bufo vulgaris X Bufo vulgaris se sont bien développés 


jusqu’à l’éclosion. 
Substances ajoutées 

Mélange des 4 désoxy- 
ribonucléosides 

ATP 

ATP + les 4 désoxyribo- 
nucléosides 

TENH 

ATP + TPNH 


Mélange des 4 ribo- 
nucléosides 


Idem + ATP 
Idem + TPNH 
Idem + ATP + TPNH 


E fřets sur les témoins 
0, retard après la 
neurulation 


Accélération de la 
neurulation 


Accélération de la 
neurulation 


0 
0 


Acceleration nette 


0 
Acceleration nette 


Legere acceleration 


Etfets sur les 
hybrides 


2 gastrulas 


0 
2 gastrulas 


2 gastrulas 


2 gastrulas 
0 
0 


b) Bufo arenarum ? x Rana temporaria &. Blocage au stade blastula. 


Bon développement, jusqu’à l’eelosion, des témoins Bufo arenarum 


x Bufo arenarum. 


Substances ajoutées 


URE 


Mélange des 4 désoxy- 
ribonucléosides 


Idem + ATP 
Mélange des 4 désoxy- 


ribonucléosidetriphos- 
phates 


Effets sur les témoins 


0 


Retard de la neu- 
rulation 


0 


0 


Deux de ces gastrulas ont continué 


symétrique. 


Effets sur les 
hybrides 


0 


8 gastrulas * 


0 


1 gastrula 


à se développer et ont fourni un système ner- 
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Il est assez remarquable que, comme dans le cas des hybrides 
létaux entre les oursins, un mélange des 4 desoxyribonucleosides 
(éventuellement additionné d’ATP) ait toujours exercé un effet 
favorable sur les hybrides et ralenti le développement des témoins. 
A vrai dire, l'effet favorable sur les hybrides est modéré et il se 
limite, en général, à l'apparition d’une encoche blastoporale peu 
profonde. Cependant, dans deux cas, le mélange des 4 désoxyri- 
bonucléosides a provoqué, chez les hybrides Bufo arenarum X Rana 
temporaria &, une neurulation atypique: le système nerveux formé 
était fortement asymétrique, ce qui laisse à penser qu’une moitié 
seulement de la lèvre dorsale du blastopore ait agi comme inducteur. 

Les embryons de la combinaison Bufo arenarum © x Rana 
temporaria & n’ont pas encore été étudiés au point de vue cyto- 
chimique, les expériences n’ayant eu lieu qu’au printemps dernier. 
Par contre, les hybrides entre Bufo vulgaris 9 x Rana temporaria & 
ont été examinés après coloration au Feulgen et à l’ Unna. Dans le 
tableau II, on trouvera un résumé des observations qui ont pu 
être faites. Le signe + signifie qu’on a pu noter une augmentation 
de la coloration et le signe — que celle-ci a diminué d'intensité. 
Comme dans le cas des hybrides entre oursins, les effets sur les 
témoins ont été trop faibles pour que les méthodes cytochimiques 
permettent de tirer des conclusions. Mais il est clair que l’accélé- 
ration du développement (cfr. Tableau I) qui se produit dans 
certains cas (ATP, ATP + les 4 désoxyribonucléosides, mélange 
des 4 ribonucléosides, avec ou sans ATP) va de pair avec une 
augmentation de la fréquence des mitoses, indice d’une synthèse 
accrue de DNA. 

Il n’en va pas de même pour les hybrides: comme le montre 
le tableau IT, la teneur en RNA des noyaux (ou, tout au moins, 
leur colorabilité par la pyronine) peut être fortement modifiée. 

Ce tableau appelle quelques commentaires: tout d’abord, sauf 
pour le mélange des 4 ribonucléosides, les traitements qui ont 
produit l'apparition sporadique de gastrulas (donc, un léger progrès 
du développement) ont fortement amélioré l’aspect des noyaux: 
comme chez les témoins, la chromatine se colore en bleu à Unna 
et les nucléoles sont bien colorés après ces traitements (ATP + 
4 désoxyribonucléosides; ATP + TPNH; ATP + 4 ribonucléo- 
sides). Il n’y a pas de surcharge en RNA des noyaux et les mitoses 
sont fréquentes après un traitement de 1 à 2 jours. 


J. BRACHET 


R 


TABLE CIE 


Affinité pour la pyronine (RNA) des noyaux dans les hybrides létaux 
Bufo vulgaris $ X Rana temporaria &. 


Augmentation (+), 
Traitement statu quo (0) 
ou diminution (—) 


4 désoxyribonucléosides -+ 

ATP — ou + 
ATP + 4 desoxyribonucleosides o (normalisation) 
TPNH == 

ATP + TPNH o (normalisation) 
4 ribonucléosides + 

4 ribonucléosides + ATP o (normalisation) 
4 ribonucléosides + TPNH SF 

4 ribonucléosides + ATP + TPNH + 


L'augmentation de la teneur en RNA après addition des 4 ribo- 
nucléosides est évidemment logique; mais cette augmentation se 
produit aussi en présence des 4 désoxyribonucléosides : 
ce résultat est imprévu, mais on se souviendra de ce que nous 
l’avons également observé dans le cas des hybrides entre oursins. 
Des observations autoradiographiques, actuellement en cours, 
indiquent que le mélange des A désoxyribonueléosides semble 
exercer un effet défavorable sur la synthèse du DNA: les 
mécanismes de synthèse des acides nucléiques pourraient dès lors 
être orientés vers la synthèse du RNA plutôt que vers celle du 
DNA. C’est d’une manière analogue qu’on peut interpréter les 
effets du TPNH: celui-ci favorise la réduction du ribose en desoxy- 
ribose et, par conséquent, la synthèse du DNA par rapport à celle 
du RNA. Effectivement, nous avons observé une très sensible 
diminution de la teneur en RNA des noyaux chez les hybrides 
traités au TPNH où les mitoses sont nombreuses. Quant à PATP, 
ses effets sont variables d’une expérience à l’autre: selon les pontes, 
il augmente ou diminue la teneur en RNA des noyaux. Cette varia- 
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bilité est, vraisemblablement, en rapport avec l’état physiologique 
des hybrides, en particulier avec leur production d’énergie. 

Quant aux résultats obtenus en traitant les embryons par des 
mélanges plus complexes, il nous paraît dangereux de chercher 
à les interpréter sur le plan biochimique: des différences de perméa- 
bilité aux divers composants de ces mélanges suffiraient, à elles 
seules, pour compliquer les faits de façon excessive. Notons, cepen- 
dant, une tendance à la neutralisation des effets des ribo- et des 
désoxyribonucléosides lorsqu'on leur ajoute de ’ATP; les consé- 
quences en sont heureuses en ce qui concerne le développement. 

Mentionnons, pour terminer, les premiers résultats d’une étude 
autoradiographique de la combinaison Bufo arenarum 2 x Rana 
temporaria 4. Elle a porté sur les effets du citrate, dont nous avons 
montré, précédemment, qu'il tend, comme le TPNH, à inhiber la 
synthèse du RNA nucléaire (BRACHET, BIELIAVSKY et TENCER, 
1962). Les expériences ont montré que la synthèse du DNA (incor- 
poration de thymidine) diminue à mesure que le blocage du déve- 
loppement se prolonge; le citrate stimule cette incorporation de la 
thymidine dans le DNA au début, mais il perd ensuite son efficacité. 
Quant à l’uridine, elle s’incorpore uniquement dans le RNA en 
l’absence de citrate; en présence de celui-ci, l’uridine devient un 
bon précurseur du DNA, à condition que la durée du blocage du 
développement ne soit pas excessive. Ces expériences confirment 
la conclusion que la synthèse des acides nucléiques, chez les hybrides 
létaux, est anormalement influencable par l’addition de substances 
exogènes, susceptibles de modifier l’équilibre TPN: TPNH; elles 
montrent aussi que la durée du blocage du développement cons- 
titue un facteur très important, qu'il conviendra d’etudier de plus 
près, dans le contrôle de la synthèse des acides nucléiques. 


2. NATURE DES RNA SYNTHÉTISÉS («PULSES» AU %2P) 
PAR LES HYBRIDES. 


Nos expériences n’en sont encore qu’à leurs débuts et les seuls 
résultats qui méritent d’être rapportés ici portent sur la combi- 
naison Bufo arenarum $ x Rana temporaria &. Quelques essais 
effectués sur l’hybride Paracentrotus 2 x Arbacia & n’ont. en effet. 
donné qu'un marquage tellement faible du RNA qu’aucune conclu- 
sion n’a pu en être tirée; ces tentatives mériteraient, cependant. 
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d’être reprises sur un matériel biologique plus abondant que celui 
dont nous disposions. 

Le tableau III résume les expériences faites sur l’hybride Bufo 
arenarum 2 x Rana temporaria &. Rappelons qu’il s'agissait de 
pulses de 30 min. (sauf dans l’expérience III, où le pulse n’était 
que de 10 min.) et qu’on ajoutait 1 me de ??P dans 3 ml. à des 
blastulas bloquées (hybrides) ou à des témoins (Bufo arenarum © 
x Bufo arenarum & ). 


TABLEAU II. 
Signification des symboles : 
A =% acide adénilique; C = % acide cytidylique; G = % acide 


guanylique; U = %, acide uridylique. Pu = purines; Py = pyrimidines. 
Hy = hybrides. T = témoins. c.min = coups/minute. 


; Radio- 
| a T activité | 2 Pu 
| : : o o, = 
| c. min. totaux le ENA du nr © EN Ya, (Cr Y, (U! Py 


Exp. I 
| Hy 74.000 | 6.082 9% | 15,0 | 28,021 28,02 OH 
T 125.000 3.094 | 2,4% | 20,111! 26,3,] 29,617 PNR 7 


Exp. II 
Diy S2000 i gls 1% | 14,8 | 24,6 39,120 
Hy 110.000 | 1.058 1% | 23,0 | 31,9] 27,3 HFI ONEEC 
Hy 108.000 1.217 Ÿ 1% 1 17,2 | 24,7°| 372,5 120 m 
T 120.000 | 2.874 2% || 22,1111 25,0 | 30,1 IN Z2rz ee 
T 130.000 2.500 | 2% 1 22,3 I 25,3 | 30,0 1P21P NIER 
T 112.000 4.800 3% || 23,3 125,341 30,0 MEZ anne 
Exp. III 
Hy 138.000 6.022 5% 1 22,2.) 2,0 | 31,3 IPR INER 
T 137.000 71% | 0,7% | 20,0 |; 28,9 |; 26,0 P25 0RR 2 


Il serait prématuré de vouloir tirer des conclusions définitives 
de ces premières expériences, qui devront être rnultipliées et pré- 
cisées, en séparant sur colonnes les diverses formes de RNA synthé- 
tisées. Les résultats actuels ne portent donc encore que sur le RNA 
global synthétisé en un temps court. Ils montrent que, alors 
que la composition de ce RNA est très constante chez les témoins 
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u | nn 
(le rapport su varıe que det 22 41,27), elle est très variable chez 
Nr 


: Ẹ 
les hybrides (le rapport 5- oscille entre 1.03 et 1,76). En aucun cas. 
y 


la composition en bases du RNA synthétisé par les hybrides n’a 
été identique à celle du RNA formé par les témoins. On remarque. 
en outre, que. dans les expériences I et III. les hybrides ont synthé- 
tisé plus activement que les témoins: dans ces deux expériences, les 


, : : u Se 
RNA formés par les hybrides avaient un rapport x bas. inférieur 
= 


à la normale (1,03: 1,15). Au contraire, dans l’experience II, l'in- 
corporation du *?P dans le RNA a été plus faible chez les hybrides 


. u La Ld [4 A 
que chez les témoins; dans ce cas, le rapport D a été exagérément 
V 


élevé (1,60 à 1,76). 

Nous pensons que cette difference, si elle se confirme. pourrait 
être en rapport avec l'état physiologique des hybrides (durée du 
blocage, proportion de noyaux exagérément riches en RNA) dont 
nous avons déjà vu plus haut l’importance. Quoiqu'il en soit, une 
Chose est certaine: le RNA global synthétisé par les 
Iecbrndesspendant un temps court est anormal dans 
sa compositions 


3. EFFETS D'INHIBITEURS DU MÉTABOLISME 
SUR LE DÉVELOPPEMENT DE L HYBRIDE LETAL 


BUFO ARENARUM © X RANA TEMPORARIA ©. 


Partant de l'idée que les acides nucléiques (DNA, RNA) synthé- 
tisés par les hybrides seraient anormaux et que, par voie de consé- 
quence, les protéines synthétisées seraient également anormales. 
nous avons étudié récemment les effets d’inhibiteurs des synthèses 
nucléoprotéiques sur les hybrides létaux. On ne pouvait, évidem- 
ment, pas attendre des résultats miraculeux de ces essais, puisque 
les substances que nous avons employées bloquent le dévelop- 
pement normal. En effet. nous n’avons rien trouvé de très remar- 
quable; mais il se pourrait que l’analyse cytochimique des embryons 
(qui reste à faire) apporte des surprises intéressantes. 

Voici les substances qui ont été utilisées et les raisons pour 
lesquelles elles ont été choisies: pour le blocage de la synthèse des 
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RNA nucléaires, l'emploi de l’actinomycine D s'imposait. 
La ribonucléase (RNase) a été utilisée avec l’espoir de 
détruire, en partie tout au moins, les RNA préexistants. En ce qui 
concerne le DNA, nous avons utilisé le phényléthylalcool 
dans l’espoir d'empêcher sa synthèse et la desoxyribonu- 
cléase (DNase) dans celui de démolir cet acide nucléique. 
La puromycine a été essayée en tant qu'inhibiteur des 
synthèses de protéines. La formamide permet de rompre 
les liaisons hydrogènes et, par conséquent, de séparer l’une de 
l’autre les deux hélices du DNA: elle pourrait, peut-être, empêcher 
la formation de molécules hybrides entre les DNA de deux espèces 
parentales. Enfin, des embryons normaux et hybrides ont été sou- 
mis à un choc thermique (1 h. à 37°): en effet, les œufs 
de Rana temporaria sont beaucoup plus sensibles à la chaleur que 
ceux de Bufo arenarum; on pouvait donc espérer que le choc ther- 
mique inactiverait certains processus biochimiques défavorables, 
induits par le spermatozoide de Rana temporaria après sa péné- 
tration dans l’œuf de Bufo arenarum: ıl aurait pu en résulter un 
meilleur développement de l'hybride. Rappelons, toutefois, que des 
essais précédents, effectués sur la combinaison Rana esculenta © 
x Rana temporaria &, s'étaient soldés par un échec complet 
(BRACHT, 195%) 

Nous n’entrerons pas ici dans les détails en ce qui concerne les 
effets exercés sur les embryons normaux par les diverses 
substances que nous avons essayées: l’actinomycine (BRACHET et 
Denis, 1963) et la puromycine (BRACHET, 1963) n’ont guère d'effets 
avant la gastrulation; elles empêchent, par la suite, la differencia- 
tion des embryons traités. La ribonucléase (BRACHET et LEDOUX, 
1955) inhibe la segmentation des embryons de Batraciens; elle 
n'a guère d'effets aux stades ultérieurs, sans doute en raison d’une 
mauvaise pénétration. La formamide, qui est actuellement à 
l'étude dans notre laboratoire, arrête, à fortes concentrations (1 M) 
la segmentation en détruisant les fuseaux; à concentrations plus 
faibles (0,3 M-0,1 M), elle permet l'obtention de têtards, où Putili- 
sation du vitellus et łe développement des branchies sont fortement 
ınhıbes. 

Le tableau IV resume les résultats obtenus, tant sur les 


témoins que sur les hybrides, après un traitement de 24 heures 
al. 
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Substance ajoutée 


Actinomycine D 30 ug/ml 
Actmomycine D 15 ug/ml 
Puromycine 30 ug/ml 
Puromycine 15 ug/ml 
RNase 1 mg/ml 


RNase 300 ug/ml 
RNase 100 ug/ml 
RNase 30 ug/ml 
DNAase 1 mg/ml 
DNAase 300 ug/ml 
DNAase 100 ug/ml 
DNAase 30 ug/ml 
Formamide IM. 


Formamide M/3 
Formamide M/6 
Phenylethylalcool 0.1% 
Choc thermique (1 h., 370) 


TABLEAU IV. 


Témoins 


Retard 
Retard modéré 
Retard 
Retard modéré 
Cytolyse 

(st. blastula) 
Id. 
Retard 
Pas d’effets 
Gros retard 
Gros retard 
Pas d’effets 
Pas d’effets 
Arrêt au 

st. blastula 
Retard 
Pas d’effets 
Retard 
Pas d’effets 


Hybrides 


Cytolyse retardée 
Pas d’effets 

Pas d'effets 

Pas d'effets 
Cytolyse rapide 


Id. 

Cytolyse retardée 
Pas d’effets 
Cytolyse rapide 
Pas d’effets 

Pas d'effets 

Pas d’effets 
Cytolyse retardée 


Cytolyse accélérée 
Cytolyse accélérée 
Pas d’effets 

Cytolyse accélérée 


69 


On ne peut guère tirer de conclusions de ces premiers essais: 
il est, cependant, curieux de constater que les substances qui 
empêchent la synthèse du RNA (actinomycine D) ou qui le 
détruisent (RNase, 100 ug/ml) ont très nettement retardé la 
cytolyse des hybrides letaux. Il semble donc que la production des 
RNA anormaux soit défavorable pour ceux-ci. Mais il ne suffit pas 
d'empêcher leur production (ou de les détruire) pour que le dévelop- 
pement se poursuive au delà du stade blastula: c’est done uni- 
quement la durée de survie des hybrides qui est favorablement 
influencée par l’actinomycine D et par la RNase. Ajoutons qu'un 
premier examen cytochimique des hybrides traités à l’actinomy- 
cine D a montré que leurs noyaux ne contiennent plus aucune 
trace de matériel colorable à la pyronine: l'inhibition de la synthèse 
du RNA nucléaire par l’actinomycine parait être beaucoup plus 
profonde dans le cas des hybrides que dans celui des témoins. 

Une autre substance a, également, protégé les hybrides létaux 
contre la cytolyse: c’est la formamide concentrée (1 M). Un examen 
cytochimique poussé s'impose avant qu'on puisse établir si l'effet 
de la formamide a porté sur le DNA plutôt que sur les protéines. 
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Notons encore les effets défavorables du choc thermique sur les 
hybrides, résultat qui confirme celui que nous avions obtenus pour 
les hybrides entre grenouilles. Signalons, à propos des effets de ce 
choc sur les témoins, une observation curieuse: c’est que les em- 
bryons qui avaient été soumis au chauffage, au stade blastula, ont 
donné naissance à des embryons normaux, sauf que leur queue 
était absente ou double. Il semblerait donc que, chez Bufo arenarum, 
un choc thermique au stade blastula exerce un effet inhibiteur 
spécifique sur l'induction spinocaudale. 

Il n’y a rien à dire, pour l'instant, des autres substances que nous 
avions essayées, puisqu'elles n’ont pas exercé d'effets appréciables. 


IV. RÉSUMÉ ET DISCUSSION 


Les résultats obtenus peuvent se résumer en quelques 
lignes: 


1) la nouvelle combinaison létale (Bufo arenarum 9 x Rana 
temporaria &) que nous avons utilisée devrait être fructueuse pour 
les recherches biochimiques, en raison de l’abondance d’un matériel 
qu'on peut aisément obtenir. 


2) Tant chez les Echinodermes que ches les Batraciens, les 
noyaux des hybrides letaux réagissent de façon excessive à l’addi- 
tion de nucléosides et de nucléotides: à cet égard, ils sont beaucoup 
moins bien «tamponnés » que ceux des témoins. 


3) Nos expériences confirment l’idée que la réduction du ribose 
en désoxyribose, qui est contrôlée par l’equilibre TPNH: TPN, 
joue un rôle important dans la régulation de la synthèse du DNA 
chez les Batraciens. Cette regulation est defaillante chez les 
hybrides, surtout quand le blocage du développement se prolonge. 
Toutefois, les arguments actuels en faveur de cette interprétation 
demeurent indirects: une attaque biochimique directe (dosage 
de l'équilibre TPN: TPNH, étude des mécanismes enzymatiques 
de réduction du ribose) est indispensable pour arriver à une conclu- 
sion solidement établie. 


4) Le RNA global synthétisé par les hybrides létaux est fran- 


chement anormal en ce qui concerne sa composition en bases; mais 
la Suppression de sa synthèse par l’actinomycine D ne suffit pas 
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à améliorer le développement des hybrides létaux: cette suppression 
ne fait que prolonger leur durée de vie. Dans ce cas encore, une 
analyse biochimique approfondie s'impose: il faudra fractionner 
sur colonnes les divers types de RNA synthétisés pendant les 
« pulses », rechercher les DNA et les RNA polymérases dans les 
noyaux isolés, etc. 

Dans des travaux antérieurs (BRACHET, BIELIAVSKY et TENCER, 
1962; Fico et BRAcHET, 1963), nous avons discuté de nombreuses 
hypothèses destinées à expliquer, à l’échelle moléculaire, le blocage 
des hybrides letaux: union illégitime entre les DNA des deux espèces 
parentales (conduisant à la production de molécules hybrides de 
DNA), formation d’hybrides entre du DNA à une hélice et du RNA 
(dont celui-ci ne peut se dégager), production par le RNA anormal 
des hybrides létaux de protéines cytoplasmiques inactives (au 
point de vue enzymatique, par exemple), production par le noyau 
des hybrides d’histones anormales qui réprimeraient l’activité des 
gènes, etc. Nous n’y revenons que pour montrer que les problèmes 
que posent les hybrides létaux ne seront résolus qu’en faisant appel 
aux méthodes et aux concepts de la Biologie moléculaire. En ce qui 
concerne les Batraciens, nous espérons que la nouvelle combinaison 
Bufo arenarum $ x Rana temporaria & permettra d’aborder 
l’énigme de la létalité en suivant cette voie; en ce qui concerne les 
Echinodermes, il suffit de faire confiance à la perspicacité et à 
l’ardeur au travail de Fritz Baltzer et de ses élèves. 


SUMMARY 


1. A new lethal hybrid combination (Bufo arenarum 2 x 
Rana temporaria &) is described. Its development stops at the 
late blastula stage. Very large numbers of blocked blastulae 
can be obtained in the case of this combination. 


2. Addition of nucleosides or nucleotides markedly shifts 


DNA 
the 
RNA 


that the reduction of ribose into desoxyribose plays an important 
regulatory role in the synthesis of DNA in amphibian eggs. This 
regulatory mechanism is deficient in lethal hybrids. 


ratio in the nuclei of lethal hybrids. The results suggest 


~] 
wo 
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3. Blocked lethal hybrids still produce RNA; but the base 
composition of the newly synthesized RNA is very abnormal. 
Inhibition of nuclear RNA synthesis by actinomycin D does not 
improve the further development of lethal hybrids. 


4. The significance of these results is briefly discussed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


1. Eine neue letale Bastardkombination (Bufo arenarum 2 x 
Rana temporaria &) wird beschrieben; die Entwicklung wird im 
späteren Blastula-Stadium eingestellt. Mit Hilfe dieser Kombination 
können blockierte Blastulae in grosser Zahl gewonnen werden. 


2. Zufuhr von Nukleosiden oder Nukleotiden verändert das 


in den Kernen der letalen Bastarde markant. Die 


n S 


Resultate machen wahrscheinlich, dass die Reduktion von Ribose 
zu Desoxyribose regulatorisch in die DNS-Synthese von Amphibien- 
eiern eingreift. Dieser Regulationsmechanismus ist bei letalen 
Bastarden gestört. 


3. Blockierte Letalbastarde bilden immer noch RNS; aber die 
Basen-Zusammensetzung der neu synthetisierten RNS ist abnorm. 
Hemmung der RNS-Synthese ım Kern durch Actinomyein D 
verbessert die weitere Entwicklung der Letalbastarde nicht. 


A. Die Bedeutung dieser Befunde wird kurz diskutiert. 
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